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1 UVOD 
Uravnavanje izražanja genov je v biotehnologiji pomembno področje, predvsem v 
genetsko kompleksnih okoljih kot so sesalske celice. Uravnavanje izražanja proteinov s 
kalcijem je povezano s transkripcijskim faktorjem NFAT, ki se aktivira ob dvigu 
koncentracije prostih kalcijevih ionov v citosolu. Od kalcija odvisna aktivacija od 
kalmodulina odvisnih encimov in fosfataze kalcinevrin uravnava translokacijo NFAT iz 
citosola v jedro, kjer se veže na DNA-vezavna zaporedja. Celice se morajo prilagoditi 
spremembam v okolju in v najkrajšem času odgovoriti na signalne molekule. En od takšnih 
signalov je kalcij, ki se veže na različne proteine in tako vpliva na spremembe v 
lokalizaciji in funkciji. Kalcij je pomemben posrednik v biologiji in vpliva na različne 
znotrajcelične signalne poti, ki spodbujajo izražanje genov, proliferacijo in celično smrt 
(Clapham, 2007). 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Več raziskovalnih skupin je pokazalo, da se transkripcijski faktor NFAT delno lokalizira v 
jedro tudi ob odsotnosti stimulacije s kalcijem (Okamura in sod., 2000; Shen in sod., 
2006). V primeru endogenega NFAT običajno to ne povzroči neželene aktivacije izražanja 
tarčnih genov, saj so regulacijski mehanizmi celic izjemno dobro prilagojeni. Če želimo z 
NFAT nadzorovati umetno vnesene genske konstrukte, je običajno aktivacija transkripcije 
relativno šibka (Pan in sod., 2018). Ta problem bi lahko rešili z vnosom eksogenega 
NFAT. Raziskovalci z Odseka za sintezno biologijo in imunologijo na Kemijskem 
inštitutu, kjer je bilo izvedeno magistrsko delo, so v primeru vnosa eksogenega NFAT 
opazili povišano aktivacijo izražanja genov tudi ob odsotnosti kalcijevih ionov.  
1.2 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
Neželeno aktivacijo transkripcije ob odsotnosti kalcija smo želeli preprečiti z dodatkom 
kationskih peptidov, ki zagotavljajo sidranje proteinov na plazemsko membrano. Vdor 
kalcijevih ionov v citoplazmo povzroči spremembo membranskega potenciala, kar privede 
do sproščanja proteinov, povezanih s kationskimi sidrnimi peptidi s plazemske membrane 
(Yeung in sod., 2006).  
Cilj magistrske naloge je bila priprava transkripcijskega faktorja NFAT, ki bo vseboval 
kationski sidrni peptid. Delovanje kationskih peptidov smo želeli preveriti prek 
spremljanja lokalizacije fluorescenčnih proteinov in transkripcijskega faktorja NFAT s 
konfokalno mikroskopijo. Zmožnost aktivacije transkripcije s spremenjenimi proteini 
NFAT smo preverili prek spremljanja aktivnosti poročevalskega proteina kresničkine 
luciferaze, zapisane na poročevalskem plazmidu.  
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Predpostavljamo, da: 
 bodo izbrani sidrni peptidi omogočili lokalizacijo fluorescenčnih proteinov na 
plazemsko membrano, ter da se bodo ti ob vdoru kalcija v celico sprostili z 
membrane v citosol; 
 se bo transkripcijski faktor NFAT, povezan s sidrnim peptidom, lokaliziral na 
plazemsko membrano in ob vdoru kalcija v celico prestavil v jedro; 
 bo NFAT, povezan s sidrnim peptidom, izkazoval nizko aktivacijo transkripcije 
poročevalskega gena ob odsotnosti kalcija ter visoko aktivacijo ob vdoru kalcija v 
celico. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NADZOR TRANSKRIPCIJE 
Transkripcija je eden najpomembnejših in najbolj natančno nadzorovanih procesov v vsaki 
celici. Prične se z oblikovanjem prediniciacijskega kompleksa, ki ga tvorijo splošni 
transkripcijski faktorji, ti pa neposredno vplivajo na delovanje RNA-polimeraze II 
(Nechaev in sod., 2011). Transkripcijski faktorji so sestavljeni modularno, in sicer imajo 
DNA-vezavno domeno (DBD, ang. »DNA-binding domain«), ki prepoznava in veže 
specifična nukleotidna zaporedja, ter transaktivacijsko domeno (TAD, »trans-activating 
domain«), ki vsebuje vezavna mesta za transkripcijske koaktivatorje. Lahko vsebujejo tudi 
signalno domeno (SSD, ang. »signal-sensing domain«), ki zaznava zunanje signale in kot 
odgovor nanje aktivira ali inhibira izražanje genov (Wu in Brown, 2018). Transkripcijski 
faktorji se v citoplazmi aktivirajo s signalnimi molekulami, kar povzroči njihovo 
translokacijo v jedro, lahko pa signalna molekula sama vstopa v jedro, kjer aktivira 
transkripciji faktor. Čeprav je v nekaterih primerih aktivacija posamezne znotrajcelične 
signalne poti dovolj za aktivacijo transkripcijskega faktorja, so nekateri transkripcijski 
faktorji  kompleksnejši in je njihovo delovanje regulirano preko različnih signalnih poti 
(Hill in Treisman, 1995). Obstajajo razni mehanizmi, ki aktivirajo izražanje genov v 
posameznih tipih celic kot odziv na določen signal kot so na primer vezava liganda, 
aktivacija zaradi disociacije inhibitornega proteina ali modifikacija proteina (Latchman, 
1993). Enostaven primer takšnega mehanizma je bakterijski transkripcijski represor TetR, 
ki se ob prisotnosti antibiotika tetraciklina sprosti z operatorja TetA in tako omogoči 
prepisovanje (Gossen in Bujard, 1992). Transkripcijski faktor kvasovk ACE1 se ob 
prisotnosti bakrovih ionov konformacijsko spremeni, kar mu omogoča, da se veže na 
regulatorna mesta v metalotioneinskem genu in aktivira transkripcijo. Podoben odziv ob 
vezavi liganda lahko opazimo tudi pri sesalskih celicah, ki imajo receptorje za ščitnične 
hormone in ob vezavi ustreznega steroidnega hormona aktivirajo prepisovanje ciljnih 
genov (Latchman, 1993). Eden od možnih signalov za aktivacijo transkripcije v sesalskih 
celicah je tudi kalcij, ki aktivira na primer transkripcijski faktor NFAT (Rao in sod., 1997). 
2.1.1 Transkripcijski faktor NFAT 
Družino transkripcijskih faktorjev NFAT (ang. »nuclear factor of activated T cells«) so 
odkrili v limfocitih T kot jedrne inducibilne faktorje, ki spodbujajo izražanje interlevkina 2 
(IL-2) (Shaw in sod., 1988). Družino NFAT obsega pet izooblik (NFAT1-NFAT5). 
Izooblik NFAT1 se konstitutivno izraža v normalnih človeških celicah T, medtem ko se 
izooblika NFAT2 inducira z aktivacijo celic preko receptorjev na površini celic, ki so 
povezani s signalno potjo kalcija (Lyakh in sod., 1997). NFAT1 in NFAT2 sta zaradi 
visokega izražanja v celicah T vključena v največ študij proteinov NFAT. Regulirana sta s 
prisotnostjo kalcijevih ionov, ki aktivirajo fosfatazo kalcinevrin, ta pa defosforilira NFAT, 
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kar povzroči konformacijsko spremembo in spodbudi njegovo translokacijo v jedro 
(Macian, 2005).  
2.1.1.1 Zgradba transkripcijskega faktorja NFAT 
Struktura s kalcijem nadzorovanih proteinov NFAT vsebuje ohranjeno področje, ki je 
sestavljeno iz dveh tandemskih domen: (1) regulatorne domene, imenovane tudi regija, 
homologna NFAT (NHR) in (2) DNA-vezavne domene (DBD), znane tudi kot regija, 
homologna Rel (RHR). NHR regija vsebuje dve vezavni mesti za kalcinevrin, zaporedje 
NLS  (ang. »nuclear localization sequence«) in zaporedje NES (ang. »nuclear export 
signal«) za zadrževanje proteina v citosolu. Dodatno zaporedje NLS se nahaja tudi v regiji 
DBD. Serinski ostanki, ki so defosforilirani tekom aktivacije s kalcinevrinom, se nahajajo 
v regijah SRR1, SRR2, SP1, SP2 in SP3 v regulatorni domeni. Regiji NHR in DBD sta 
obdani z dvema aktivacijskima domenama na N- in C-koncu (TAD-N in TAD-C), ki sta 
variabilni med različnimi proteini NFAT in njihovimi izooblikami (slika 1) (Rao in sod., 
1997; Hogan in sod., 2003). 
 
Slika 1: Shema primarne strukture proteina NFAT. Transkripcijki faktor NFAT vsebuje regulatorno regijo, 
homologno NFAT (NHR) in domeno za vezavo na DNA (DBD), ter N- in C-končni aktivacijski domeni 
(TAD-N in TAD-C). Označeni sta regiji NES in NLS v NHR-domeni poleg kalcinevrin-vezavnih mest, ter 
zaporedje NLS v domeni DBD. Prikazana so tudi  mesta, kjer se nahajajo serinski ostanki (SRR1, SRR2, 
SP1, SP2 in SP3), ki so fosforilirani v neaktiviranih celicah (povzeto po Mognol in sod., 2016) 
Beals in sod. (1997) so pokazali, da se 418 N-končnih aminokislin spojenih z zelenim 
fluorescenčnim proteinom (GFP), obnaša podobno kot celoten protein NFAT. Mutacija 
NLS-mesta v domeni DBD ali odstranitev vseh štirih aminokislin (KRKK), ki ga 
sestavljajo, ni vplivala na jedrno lokalizacijo NFAT ob dodatku kalcijevega ionofora. 
Vendar je mutacija NLS v regiji NHR zmanjša jedrno lokalizacijo po aktivaciji z 
ionoforom. 
2.1.1.2 Mehanizem delovanja transkripcijskega faktorja NFAT 
Aktivacija proteina NFAT poteka preko z G-proteinom povezanega receptorja (GPCR; 
ang. »G-protein coupled receptor«) ali preko tirozinkinaznega receptorja (RTK), ki 
spodbudi aktivacijo fosfolipaze C. Ta omogoči hidrolizo fosfatidilinozitol-4,5-bifosfata 
(PIP2) na diacilglicerol in inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3). IP3 se veže na IP3-receptor in s tem 
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aktivira sproščanje Ca2+ ionov iz endoplazemskega retikuluma v citoplazmo. Izčrpavanje 
zalog znotrajceličnega kalcija povzroči odprtje kanala CRAC (ang. »calcium release-
activated channel«), kar vodi v povišano raven znotrajceličnega Ca2+. Prvi dvig 
koncentracije kalcija je delno odgovoren tudi za vdor kalcija iz zunajceličnega prostora 
preko kanala CRAC (Mikoshiba, 1997). Kalcijevi ioni se vežejo na kalmodulin in 
aktivirajo fosfatazo kalcinevrin, ki defosforilira serinske ostanke na transkripcijskem 
faktorju NFAT. Zaradi defosforilacije se NFAT konformacijsko spremeni in izpostavi 
NLS-regijo, ki povzroči translokacijo proteina NFAT v jedro. V jedru se NFAT veže na 
DNA sam ali skupaj s pomožnimi proteini ter tam nadzoruje izražanje genov. Povrnitev v 
prvotno stanje omogočajo NFAT-kinaze, ki ponovno fosforilirajo NFAT. S 
konformacijsko spremembo se ponovno izpostavi regija NES, kar preusmeri NFAT nazaj v 
citoplazmo (slika 2) (Mognol in sod., 2016). 
 
Slika 2: Shema poti aktivacije transkripcijskega faktorja NFAT in njegova translokacija v jedro (povzeto po 
Mognol in sod., 2016) 
Transkripcijski faktorji NFAT so poleg v limfocitih T izraženi tudi v drugih imunskih 
(Shukla in sod., 2009; Zanoni in sod., 2009) in neimunskih celicah, kot so: hrustančne 
celice (Ranger in sod., 2000), adipociti (Ho in sod., 2009), celice srčne mišice (de la 
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Pompa in sod., 1998) in prsne celice (Jauliac in sod., 2002) ter celice trebušne slinavke 
(Buchholz in sod., 2006). Poleg kontrole genske ekspresije pri celični aktivaciji v 
limfocitih T (Macian, 2005), proteini NFAT regulirajo izražanje genov, vključenih v 
celični cikel, apoptozo, angiogenezo in v metastaziranje (Jauliac in sod., 2002; Viola in 
sod., 2005; Baksh in sod., 2000; Hernández in sod., 2001). 
2.2 MEMBRANSKI SIDRNI PEPTIDI 
Notranja plast celične membrane sesalskih celic je sestavljena iz približno 20 % anionskih 
lipidov, ki ustvarijo negativen električni naboj in zato privlačijo kationske molekule, 
vključno z membranskimi proteini (Olivotto in sod., 1996). Med proteine z lokalizacijskim 
signalom za sidranje na plazemsko membrano med drugim spadajo proteini družine Ras, in 
sicer proteini H-, N- in K-Ras. Signal za membransko lokalizacijo predstavlja farnezilirano 
C-končno zaporedjem (Hancock,in sod., 1990), ki so ga že uporabili za translokacijo 
heterolognih proteinov (Apolloni in sod., 2000). Farnezilacija je nepovraten proces in 
poteka v treh zaporednih encimskih reakcijah: (1) farnezil se veže na cistein v C-končnem 
motivu CAAX, (2) sledi odcepitev tripeptida (AAX) in (3) metilacija cisteina. 
Palmitoilacija nastane z nastankom tioestrske vezi na enem (N-Ras) ali dveh cisteinih (H-
Ras) (Apolloni in sod., 2004; Smotrys in Linder, 2004). Palmitoilirana N- in H-Ras sta 
poleg plazemske membrane usmerjena tudi na površino Golgijevega aparata. Medtem je 
K-Ras omejen le na plazemsko membrano in ga sestavlja poleg farneziliranega 
cisteinskega ostanka tudi polibazično zaporedje (slika 3a) (Choy in sod., 1999). 
Yeung in sodelavci (2006) so pripravili polikationske peptide, ki izhajajo iz C-končnega 
dela proteina K-Ras. Serinski in treoninski ostanki so bili zamenjani v alanin zato, da 
peptid ni bil fosforiliran (K-pre). Vse lizine so nato nadomestili z arginini, da bi se izognili 
ubikvitinaciji (R-pre). Pri pripravi peptida K-myr so uporabili polibazični konstrukt brez 
farnezilacijskega mesta, na N-konec pa so vezali miristoilirano zaporedje. Miristoilacija je 
vezava miristoilne skupine na alfa-aminsko skupino N-končnega glicinskega ostanka 
(McIlhinney, 1998). Peptid KR so pripravili tako, da je namesto farnezilacijskega mesta 
vseboval amfifilno vijačnico (slika 3b). 
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Slika 3: Proteini in peptidi z lokalizacijskim signalom za sidranje na plazemsko membrano. a) Podano je 
aminokislinsko zaporedje C-konca izooblik Ras proteinov. Farneziliran cisteinski ostanek je označen z rdečo 
barvo, palmitoilirana mesta z modro, polibazično zaporedje pa je predstavljena v zeleni barvi. b) Shematski 
prikaz kationskih peptidov s pripadajočimi aminokislinskimi zaporedji (prirejeno po Rocks in sod., 2006; 
Yeung in sod., 2006) 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema, navedena skupaj s proizvajalcem 
Proizvajalec  Laboratorijska oprema  
Analytik Jena  elektroforezna banjica (Horizon 11.4) 
Applied Biosystems  aparatura za verižno reakcijo s polimerazo (Veriti 96 Thermal Cycler)  
Berthold Detection Systems  aparatura za merjenje luminiscence (Orion II Microplate Luminometer)  
Binder  inkubator za gojenje celičnih linij  
Bio Rad  banjica za poliakrilamidno gelsko elektroforezo, banjica za moker prenos, 
izvor napetosti za elektroforezo 
Biometra  črpalka za izsesavanje gojišča, naprava z UV lučjo za opazovanje gelov 
BioTek  čitalec mikrotitrskih plošč (Synergy MX Microplate Reader) 
Canon  fotoaparat za slikanje gelov  
Corning  bele gojitvene plošče s 96 vdolbinicami 
DNR Bio-Imaging Systems  aparatura za fotografiranje agaroznih gelov  
Eppendorf  avtomatske pipete različnih volumnov, namizna centrifuga (MiniSpin), 
centrifuga (5430R), termoblok (Thermomixer) 
Hettich  centrifuga (Universal 320R)  
Hoefer Scientific Instruments  vir napetosti za agarozno gelsko elektroforezo (PS 500X) 
Ibidi  gojitvena posoda za mikroskopiranje (μ-Slide 8 well)  
IKA  magnetna mešala  
Invitrogen  naprava za avtomatsko štetje celic (Countess), števne ploščice, barvilo  
Iskra PIO  laminarij (Iskra PIO MC 12-2)  
Kambič  stresalnik, avtoklav  
Leica  
 
Mycrosystems konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 s pripadajočim 
računalniškim programom Leica LAS AF Lite za obdelavo podatkov 
Thermo Scientific spektrofotometer za meritve koncentracije DNA (NanoDrop 1000), 
inkubator za gojenje celičnih kultur (Heracell Vios 160i) 
TPP stekleničke za gojenje celičnih kultur, gojitvene plošče s 6 vdolbinicami 
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3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije, navedene skupaj s proizvajalcem 
Proizvajalec  Kemikalija  
Gold Biotehnology   agaroza, ampicilin  
Inalco Pharmaceuticals DTT  
Integrated DNA Technologies oligonukleotidni začetniki 
Invitrogen tripan modro 
Kapa Biosystems Kapa HiFi Master Mix (2×) 
Kemika  glicerol, bromfenol modro  
Merck  etanol, metanol, NaCl, MgCl2, izopropanol  
Molecular Probes  koelenterazin h  
New England Biolabs restrikcijski encimi in pufri  
Promega  lizni pufer (5× Passive Lysis Buffer), luciferin  
Serva  polietilenimin (PEI)  
Sigma kalcijev ionofor A23187 
Sigma-Aldrich  
DMSO, gojišče LB po Millerju, dNTP, glukoza, EDTA, CoA, glicerol, 
akrilamid, etidijev bromid, nitrocelulozna membrana, Tween 20, SDS, Tris-
HCl, CDTA, HEPES, EGTA, ATP 
Thermo Fisher  
6× DNA nanašalni pufer, DNA standard GeneRuler 1 kbp Plus DNA 
Ladder, restrikcijski encimi, DNA ligaza, gojišče za celične linije DMEM 
GlutaMAX-I, FBS,pufri za restrikcijske encime, I-Block, PageRuler 
Prestained Protein Ladder Plus  
Thermo Scientific  SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate 
3.1.3 Raztopine in pufri  
Preglednica 3: Uporabljene raztopine in pufri in standardi ter njihova sestava  
Raztopina oz. pufer  Sestava  
1 % agarozni gel  1 g agaroza, 100 mL 1× TAE pufer  
4 % zbiralni gel poliakrilamidni gel 1,25 mL 0,5 M Tris/HCl (pH 6,8), 3,05 mL MQ, 0,665 mL 30 
% akrilamid/bisakrilamid, 50 µL 10 % SDS, 25 µL 10 % APS, 
5 µL TEMED 
10× elektroforezni pufer z SDS 30 g Tris, 10 g SDS, 144 g glicina, dopolnimo do 1 L z MQ; 
pred elektroforezo pufer 10× redčimo z MQ 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 3 
Raztopina oz. pufer  Sestava  
10 % lečevalni poliakrilamidni gel 2,5 mL 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8), 4,1 mL MQ, 3,3 mL 30 % 
akrilamid/bisakrilamida, 100 µL 10 % SDS, 50 µL 10 % APS, 
5 µL TEMED 
4× nanašalni pufer za SDS z reducentom  0,138 M SDS, 0,125 M Tris-HCl pH 6,8, 40 % (v/v) glicerol, 
0,8 mL β-merkaptoetanol. 0,1 % (v/v) bromfenol modro 
50× TAE pufer  242 g Tris, 57,1 mL ledocetna kislina, 100 mL EDTA (50 
mM), dH2O do 1000 mL, pH 8,0  
Luciferazni pufer  2,6 mL 5× luciferazni pufer (20 mM HEPES, 8 mM 
MgCl2·6H2O, 0,2 mM EGTA Na, 2 mM NaF, pH 7,8) dodamo 
130 μl DTT (16,67 mM), 130 μl ATP (0,44 mM), 130 μl CoA 
(0,23 mM) dodamo 10,4 mL MQ vode in 100 μL v DMSO 
raztopljenega luciferina (0,39 mM) 
Renilla pufer   6,5 mL 2× Renilla pufru (7,5 mM Na4PPi, 50 mM 
NaH2PO4·H2O, 250 mM NaCl, 5 mM CDTA, pH 5,0), 
dodamo 6,5 mL MQ vode in 100 μl v metanolu raztopljenega 
coelentrazina (0,001 mM) 
NaCl za transfekcijo s PEI  150 mM Nacl v MQ  
Pufer PBS  Na2HPO4 (101 mM), KH2PO4 (18,2 mM, KCl (33,1 mM), 
NaCl (1,7 M), pH 7,4 
Pufer za mokri prenos 6,057 g Tris, 28,8 g glicina, 400 mL metanola, dopolnimo z 
destilirano vodo do 2 l 
Raztopina za blokiranje  0,2 % I-Block v raztopini za spiranje  
Raztopina za spiranje  1× PBS, 0,01 % Tween 20  
Reakcijski pufer za lepljenje po Gibsonu ISO pufer (25 % PEG-8000, 500mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM 
MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM vsak dNTP, 5 mM NAD), 10 U/μl 
eksonukleaza T5, 2 U/μl polimeraza Phusion, 40 U/μl ligaza 
Taq 
3.1.4 Plazmida 
Preglednica 4: Uporabljena plazmidna vektorja 
Proizvajalec Plazmida 
Invitrogen pcDNA3.0 
Promega phRL-TK 
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3.1.4.1 pcDNA3.0 
pcDNA3 je  ekspresijski vektor velikosti 5,4 kb in vsebuje človeški citomegalovirusni 
(CMV) promotor, ki se nahaja pred poliklonskim mestom, in je odgovoren za visoko 
izražanje vključkov v sesalskih celičnih linijah. Vsebuje tudi zapis za ampicilinsko in 
neomicinsko rezistenco, ki omogočata selekcijo celic. Poliadenilacijski signal BGH (ang. 
»Bovine Growth Hormone«) in terminacijsko zaporedje pripomoreta k visoki stabilnosti 
mRNA. Vektor nosi tudi zapis za promotor SV40 (Simian virus 40), v katerem se nahaja 
ori mesto SV40 (ang. Origin of Replication), in pa tudi  ori mesto F1, ki omogoča 
podvojevanje v bakterijskih celicah (Invitrogen, 2019). 
 
 
Slika 4: Shema vektorja pcDNA3 (Invitrogen, 2019) 
3.1.4.2 phRL-TK 
phRL-TK je reporterski vektor s HSV-timidinkinaznim promotorjem, ki zagotavlja 
konstitutivno izražanje Renilla luciferaze (Rluc). Uporabljali smo ga kot kontrolo 
uspešnosti transfekcije pri dvojnem luciferaznem testu. Plazmid vsebuje tudi zaporedje za 
odpornost proti ampicilinu za selekcijo bakterijskih celic (Promega, 2019).  
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Slika 5: Shema vektorja phRL-TK (Promega, 2019) 
3.1.5 Organizmi  
3.1.5.1 Bakterijski sev 
Preglednica 5: Uporabljen bakterijski sev 
Sev Genotip Vir 
E. coli DH5α F-/supE44, ΔlacU169 (ɸ80 lacZΔM15) hsdR17 
recA1 gyrA96 thi-1, relA1 
Zbirka sevov Kemijskega 
inštituta 
3.1.5.2 Celična linija 
Preglednica 6: Uporabljena celična linija 
Celična linija Opis Vir 
HEK293T trajna celična linija iz človeških embrionalnih ledvičnih 
celic z vstavljenim velikim SV40 antigenom T 
Zbirka sevov Kemijskega 
inštituta 
3.2 METODE 
3.2.1 Molekulsko kloniranje 
Odseke DNA smo pomnožili z verižno reakcijo s polimerazo (PCR, ang. »polymerase 
chain reaction«). Uporabljali smo DNA-polimerazo KAPA HiFi po navodilih proizvajalca 
(KapaBiosystems, 2018). Pomnožene fragmente DNA smo ločili z agarozno gelsko 
elektroforezo, ki  je potekala 30-45 min pri napetosti 100-125 V. Po ločitvi produktov smo 
gel fotografirali pod UV-lučjo (BioMetra). Za izolacijo in čiščenje DNA iz agaroznega 
gela smo uporabili komercialni komplet Gel Extraction Kit peqGOLD (VWR). Lise, ki so 
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vsebovale DNA smo izrezali s skalpelom, prenesli v mikocentrifugirko in izolirali po 
navodilih proizvajalca. Dele DNA smo povezali z metodo sestavljanja po Gibsonu (Gibson 
in sod., 2009). Fragmente s homolognimi regijami na koncih smo dodali v Gibson 
reakcijsko mešanico v razmerju vektor : insert = 1 : 1, 30-40 ng/reakcijo ter inkubirali 1 h 
na 50 °C. Po inkubaciji smo s celotno mešanico transformirali kompetentne celice  E. coli 
DH5α. Celice smo po dodatku mešanice inkubirali na ledu 20 min, sledil je toplotni šok pri 
42 °C za 2 min, nato smo celice vrnili nazaj na led za 2 – 10 min. Dodali smo jim 1 mL 
gojišča LB ter jih stresali 1 h na 37 °C in 550 rpm. Po inkubaciji smo celice centrifugirali 3 
min pri 6000 g. Odsesali smo supernatant in celice resuspendirali v manjši količini gojišča 
ter jih razmazali na LB-plošče z dodanim ustreznim antibiotikom. Plošče smo pustili v 
inkubatorju na 37 °C čez noč, naslednji dan pa posamezne kolonije precepili v tekoča LB 
gojišča z dodanim antibiotikom. Kulture smo stresali čez noč pri 37 °C in naslednji dan iz 
njih izolirali plazmidno DNA s komercialnim kompletom GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
(Thermo Fischer Scientific) po navodilih proizvajalca. Uspešnosti vstavitve pravilnih DNA 
fragmentov smo preverili s kontrolno restrikcijo. Plazmide smo izpostavili restrikcijskim 
endonukleazam ter fragmente ločili z agarozno gelsko elektroforezo. Restrikcijski profil 
smo primerjali z in silico analizo v programu Vector NTI. Konstruktom s pravilnim 
restrikcijskim profilom smo nukleotidno zaporedje določili s sekvenciranjem po Sangerju 
(GATC Biotech).  
3.2.2 Delo s celično linijo HEK293T 
Celično linijo HEK293T smo gojili v gojišču DMEM+Glutamax-1 z dodanim 10 % (v/v) 
FBS pod kontroliranimi pogoji v inkubatorju (37 °C v atmosferi s 95 % vlažnostjo in 5 % 
CO2). Ko so celice dosegle 90 % konfluentno rast, smo jim odstranili gojišče ter celice 
nežno sprali s  pufrom PBS. Nato smo celicam dodali raztopino tripsin/EDTA in nežno 
stresali približno 1 min, da so se celice odlepile od podlage. Dodali smo sveže gojišče  ter 
centrifugirali 5 min pri 160 g. Iz centrifugirke smo odstranili supernatant, celice pa 
resuspendirali v svežem gojišču. Število celic smo določili z napravo za avtomatsko štetje 
Countess. Na mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (Corning) za določanje luciferazne 
aktivnosti smo nacepili 2×104 celic/vdolbinico. Za mikroskopijo smo uporabili gojitvene 
komore z 8 vdolbinicami (µ-Slide 8-Well), v katere smo nacepili 5×104 celic/vdolbinico. 
Za preverjanje izražanja proteinov smo celice nacepili na gojitvene plošče s 6 vdolbinicami 
(TPP) v koncentraciji 5×105 celic/vdolbinico. Naslednji dan smo celice transficirali z 
mešanicami plazmidne DNA, razredčene v 150 mM NaCl z dodanim transfekcijskim 
reagentom polietilenimin (PEI). Kjer je bilo to potrebno, smo celice po  približno 20 h 
stimulirali z dodatkom kalcijevega ionofora A23187 (Sigma). 
3.2.3 Konfokalna flourescenčna mikroskopija 
Za določitev lokalizacije proteinov v celicah smo uporabljali konfokalni mikroskop Leica 
TCS SP5 na stojalu Leica DMI 6000 CS. Modri fluorescenčni protein BFP  smo vzbujali 
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pri 405 nm z diodnim laserjem, emisijsko okno pa smo nastavili na 420-500 nm. Uporabili 
smo 63× oljni imerzijski objektiv z numerično aperturo 1,4. Pridobljene slike smo obdelali 
z računalniškima programoma Leica LAS AF Lite in ImageJ. Mikroskopske slike 
predstavljajo reprezentativen posnetek med 5 posnetki istega vzorca. Eksperimenti so bili 
ponovljeni vsaj dvakrat s podobnimi rezultati. 
3.2.4 Dvojni luciferazni test 
Celicam smo v različnih časovnih točkah odstranili gojišče in jim dodali  25 µL liznega  
pufra (Passive lysis buffer, Promega). Z uporabo luminometra Orion II Microplate 
Luminometer (Berthold Technologies) smo določili luciferazno aktivnost. Za prikaz 
rezultatov smo uporabili relativne luciferazne enote (RLE), ki smo jih izračunali tako, da 
smo vrednosti kresničkine luciferaze normalizirali na vrednosti Renilla luciferaze znotraj 
istega vzorca. Podatki predstavljajo povprečja in standardne odklone 4 bioloških ponovitev 
znotraj istega eksperimenta. Eksperimenti so bili ponovljeni vsaj dvakrat s podobnimi 
rezultati. 
3.2.4.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza in prenos western 
Po dveh dneh smo celicam odstranili gojišče ter celice lizirali v 500 µL liznega pufra 
(Passive Lysis Buffer, Promega). Celokupno koncentracijo proteinov v vzorcih smo 
določili z BCA-testom (ang. »Bicinchoninic Acid Assay«). Za umeritveno krivuljo smo 
uporabili znane koncentracije  proteina BSA (ang. »bovine serum albumin«). Ustrezni 
količini vzorca smo dodali 4× SDS-pufer z reducentom in segrevali 10 min pri 95 °C. 
Vzorce smo ločili na 10 % poliakrilamidnem gelu, kot velikostni standard pa smo uporabili 
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fischer Scientific). Po nanosu vzorcev je 
elektroforeza potekala 45 min pri stalni napetosti 200 V. Po končani elektroforezi smo 
proteine prenesli na nitrocelulozno membrano. Mokri prenos je potekal 90 min pri stalnem 
toku 350 mA in rahlem mešanju z magnetnim mešalom. Po končanem prenosu smo 
membrano inkubirali v 0,2 % raztopini I-Block čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo 
membrano 90 min inkubirali s primarnimi protitelesi proti proteinskemu označevalcu Myc. 
Sledilo je trikratno spiranje in 30 min inkubacija s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi 
z encimom HRP (hrenova peroksidaza). Aktivnost peroksidaze smo po trikratnem spiranju 
zaznali z dodatkom reagenta SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, za 
fotografiranje pa smo uporabili aparaturo G-Box. 
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4 REZULTATI 
4.1 DOLOČANJE LOKALIZACIJE BFP S PRIPETIMI KATIONSKIMI SIDRNIMI 
PEPTIDI 
Za sidranje transkripcijskega faktorja NFAT na membrano smo izbrali kationske peptide 
K-myr, R-pre in KR, ki se ob vdoru kalcija v celico zaradi spremembe v membranskem 
potencialu sprostijo z membrane v citosol (Yeung in sod., 2006; slika 6a-b). Najprej smo 
želeli potrditi, da kationski peptidi delujejo po pričakovanjih tudi v naših rokah, zato smo 
jih z gensko fuzijo spojili z modrim fluorescenčnim proteinom (BFP). Med kationski 
peptid in BFP smo dodali gibljiv peptidni povezovalec. Sheme plazmidnih konstruktov so 
prikazane na Sliki 6c. Da bi preverili lokalizacijo konstruktov, smo celice HEK293T 
transficirali z ustreznimi plazmidi ter en dan po transfekciji celice stimulirali z dodatkom 
Ca2+ ionofora, ki poveča zmožnost prehajanja bivalentnih ionov skozi plazemsko 
membrano (Dedkova in sod., 2000). Dve oziroma tri ure po stimulaciji celic smo 
lokalizacijo proteina BFP določili s konfokalno fluorescenčno mikroskopijo. Iz 
mikroskopskih slik je ob odsotnosti ionofora jasno razvidna membranska lokalizacija 
proteina BFP, spojenega s peptidoma R-pre in KR. Ob dodatku ionofora smo kljub temu, 
da je nekaj proteina ostalo na membrani, opazili premik v citosol. V primeru peptida K-
myr so se že v odsotnosti ionofora proteini nahajali tako na membrani kot v citosolu. Kot 
kontrolo smo  uporabili BFP brez dodanega sidrnega peptida, katerega porazdelitev 
opazimo po vsej celici (slika 6d). Za nadaljnje delo smo izbrali sidrna peptida R-pre in 
KR. 
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Slika 6: Preverjanje delovanja kationskih peptidov. a) Shematski prikaz sidranja kationskega peptida v 
membrano celice. b) Ob vdoru kalcija v celico se sidrni peptidi sprostijo v citosol. c) Shematski prikaz 
uporabljenih plazmidnih konstruktov. d) Lokalizacija testiranih peptidov, spojenih z modrim fluorescenčnim 
proteinom (BFP). Celice HEK293T smo transficirali s 100 ng posameznega plazmida. En dan po transfekciji 
smo celicam odstranili gojišče in dodali sveže gojišče, ki je vsebovalo 5 µM Ca2+ ionofor. Mikroskopske 
slike smo posneli 2 oziroma 3 ure po stimulaciji. Slike predstavljajo reprezentativen rezultat med 5 slikami 
istega vzorca. Eksperimenti so bili ponovljeni 3-krat s podobnimi rezultati. Merilo predstavlja 50 µm. 
4.2 DOLOČITEV LOKALIZACIJE TRANSKRIPCIJSKEGA FAKTORJA NFAT, 
SPOJENEGA S SIDRNIMI PEPTIDI 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na uporabo sidrnih peptidov v kombinaciji s 
transkripcijskim faktorjem NFAT. Zanimalo nas je, če izbrani sidrni peptidi lahko 
preprečijo neželeno uhajanje NFAT v jedro prek sidranja na membrano (slika 7a), hkrati pa 
omogočijo njegovo sprostitev in translokacijo v jedro ob vdoru kalcija (slika 7b). Izbrana 
peptida smo z gensko fuzijo  povezali z regulatorno domeno proteina NFAT (izooblika 
NFATc1; Beals in sod., 1997), ki vsebuje regijo za fosforilacijo (NFATΔC419). Med 
regulatorno domeno NFAT in sidrni peptid smo dodali fluorescenčni protein BFP. Med 
posamezne dele konstruktov smo dodali gibljive peptidne povezovalce. Sheme plazmidnih 
konstruktov so prikazane na Sliki 7c. Eksperiment smo izvedli na enak način kot v primeru 
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testiranja sidrnih peptidov v kombinaciji s samim fluorescenčnim proteinom, in sicer smo 
en dan po transfekciji celice HEK293T stimulirali s kalcijevim ionoforom. Po dveh 
oziroma treh urah stimulacije smo s konfokalno mikroskopijo določili protein BFP. 
Lokalizacija transkripcijskega faktorja NFAT s sidrnim peptidom v mirujočih celicah je 
podobna lokalizaciji BFP, spojenega s sidrnim peptidom. Sidrna peptida R-pre kot tudi 
KRϕ sidrata NFAT na plazemsko membrano (slika 7d). Po stimulaciji z ionoforom je sicer 
nekaj proteina še na membrani, vendar ga je nekaj tudi v citoplazmi in jedru. Iz slike 7e je 
jasno razvidno, da se protein NFAT:BFP:R-pre lokalizira predvsem v jedrno membrano. 
NFAT:BFP:KR lahko zaznamo v citoplazmi, v nekaterih celicah pa tudi v jedru. Kot 
kontrolo smo uporabili konstrukt brez sidrnega peptida, ki je bil v skladu s predhodnimi 
raziskavami (Okamura in sod., 2000; Shen in sod., 2006) prisoten tako v citoplazmi kot v 
jedru, po dodatku ionofora pa se je translociral v jedro. Za nadaljnje delo smo izbrali sidrni 
peptid KRϕ. 
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Slika 7: Preverjanje lokalizacije transkripcijskega faktorja NFAT, spojenega s sidrnimi peptidi. a) Shematski 
prikaz sidranja transkripcijskega faktorja NFAT, spojenega s sidrnimi peptidi v membrano celice. b) Ob 
vdoru kalcija v celico se NFAT s sidrnim peptidom sprosti in translocira v jedro. c) Shematski prikaz 
uporabljenih plazmidnih konstruktov. d) Lokalizacija transkripcijskega faktorja NFAT spojenega z modrim 
fluorescenčnim proteinom (BFP) in sidrnim peptidom. Celice HEK293T smo transficirali s 100 ng 
posameznega plazmida. En dan po transfekciji smo celicam odstranili gojišče in dodali sveže gojišče, ki je 
vsebovalo 5 µM Ca2+ ionofor. Mikroskopske slike smo posneli 2 do 3 ure po stimulaciji. Slike predstavljajo 
reprezentativen rezultat med petimi posnetki istega vzorca. Eksperimenti so bili ponovljeni 3-krat s 
podobnimi rezultati. Merilo predstavlja 50 µm. e) Povečava celic kjer je s puščicami označena jedrna 
membrana pri proteinu NFAT:BFP:R-pre in jedro pri proteinu NFAT:BFP:KR. Merilo predstavlja 10 µm. 
4.3 VPLIV SIDRNEGA PEPTIDA NA TRANSKRIPCIJSKO AKTIVACIJO Z NFAT 
Zaradi delne translokacije NFAT v jedro lahko že v odsotnosti kalcija dobimo povišano 
aktivacijo transkripcije genov pod nadzorom od NFAT odvisnih promotorjev (slika 8a-b). 
Želeli smo preveriti, če dodatek sidrnega peptida zaradi zadrževanja proteina na membrani 
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zmanjša neželeno transkripcijsko aktivnost ob odsotnosti kalcija (slika 8c). Hkrati smo 
pričakovali, da takšen protein ohrani zmožnost aktivacije genov ob vdoru kalcija (slika 8d).  
 
Slika 8: Shematski prikaz aktivacijske poti transkripcijskega faktorja NFAT in NFAT-KR. a) Protein NFAT 
se pred dodatkom Ca2+ ionofora nahaja v citoplazmi, vendar lahko v majhnih količinah, kljub temu, da je 
fosforiliran prehaja v jedro, kar sproži šibko aktivacijo transkripcije. b) Po stimulaciji se znotrajcelična 
koncentracija Ca2+ dvigne in aktivira od kalmodulina (CaM) odvisne encime, vključno s fosfatazo 
kalcinevrinom, ki defosforilira NFAT. Ta se premakne v jedro in veže na NFAT-vezavna mesta, kar aktivira 
prepis tarčnega proteina fLuc. c) Na shemi je prikazan NFAT-KR, ki je zasidran v membrano, zato ne pride 
v jedro in ni aktivacije transkripcije. c) Dodatek Ca2+ ionofora povzroči disociacijo NFAT-KR z membrane, 
kjer pride do defosforilacije, translokacije v jedro in močne aktivacije transkripcije.  
Pripravili smo plazmidni konstrukt, ki kodira zapis za NFAT(ΔC603), ki je z gensko fuzijo 
spojen s peptidom KRϕ. NFAT(ΔC603) vsebuje N-končno aktivacijsko domeno, 
regulatorno domeno in DNA-vezavno domeno proteina. Shema konstrukta je prikazana na 
sliki 9a.  Aktivacijo transkripcije smo spremljali s poročevalskim plazmidom, kjer je zapis 
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za kresničkino luciferazo (fLuc) pod nadzorom minimalnega promotorja, ki zagotavlja 
minimalno izražanje v odsotnosti transkripcijskega faktorja. Navzgor od promotorja je 
zaporedje za tri vezavna mesta proteina NFAT (slika 9b).V celice HEK293T smo s 
transfekcijo vnesli poročevalski plazmid ter različne količine plazmida, ki kodira 
transkripcijski faktor NFAT, spojen s sidrnim peptidom. Kot kontrolo smo uporabili 
plazmid, ki kodira NFAT brez sidrnega peptida. Celice smo stimulirali z dodatkom 
ionofora ter po 4 urah stimulacije določili luciferazno aktivnost (slika 9c). Rezultati kažejo, 
da je v odsotnosti ionofora v primeru proteina NFAT, spojenega s peptidom KR, 
aktivacija transkripcije močno zmanjšana. Ob dodatku ionofora smo dosegli le nizko 
aktivacijo transkripcije z obema testiranima konstruktoma, zato smo izvedli podoben 
eksperiment, kjer smo  čas stimulacije podaljšali na 8 ur. V tem primeru smo dosegli 
aktivacijo transkripcije z obema konstruktoma, v primeru konstrukta s sidrnim peptidom pa 
smo dosegli celo več kot 50-kratno razliko med nestimuliranim in stimuliranim stanjem 
(slika 9d). Izražanje konstruktov smo potrdili tudi s prenosom western (slika 9e). 
Molekulski masi proteinov smo izračunali s programom ProtParam (65 kDa za 
NFAT(ΔC603) in 68 kDa za NFAT(ΔC603):KR). Kot kontrolo smo uporabile lizate 
netransficiranih celic in celice, transficirane le s praznim vektorjem pcDNA3. Lisi 
proteinov NFAT(ΔC603) in NFAT(ΔC603):KR sta vidni pri ustreznih velikostih, pri 
čemer lahko opazimo rahlo nižje izražanje proteina NFAT(ΔC603):KR. 
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Slika 9: Transkripcijska aktivnost proteina NFAT in NFAT:KR. a) Shematski prikaz plazmidnih 
konstruktov. b) Shematski prikaz poročevalskega plazmida. c, d) Grafa prikazujeta primerjavo stimuliranih in 
nestimuliranih celic med konstruktoma NFAT(ΔC603) in NFAT(ΔC603):KR. En dan po transfekciji smo 
celicam HEK293T odstranili gojišče in dodali sveže gojišče, ki je vsebovalo 2,5 µM Ca2+ ionofor. 
Luciferazno aktivnost smo določili 4 (c) oziroma 8 ur (d) po stimulaciji. Označen je tudi faktor povečanja 
luminiscence induciranih celic v primerjavi z neinduciranimi. Grafa prikazujeta povprečje ter standardni 
odklon 3 ali 4 bioloških ponovitev v istem eksperimentu. Eksperimenti so bili ponovljeni 3-krat s podobnimi 
rezultati. e) Izražanje uporabljenih konstruktov, ki kodirajo različice transkripcijskega faktorja NFAT. Za 
primerjavo velikosti lis smo uporabili proteinski standard Prestained Protein Ladder Plus. Celice HEK293T 
smo transficirali z 2500 ng ustreznega konstrukta in lizirali dva dni po transfekciji. Slika prikazuje 
reprezentativen rezultat dveh ločenih eksperimentov z eno biološko ponovitvijo. 
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5 RAZPRAVA 
Nadzor nad celicami je med pomembnejšimi področji biotehnologije, ki je uporabno v 
najrazličnejših aplikacijah, od produkcije rekombinantnih proteinov do priprave 
terapevtskih celic. Eden od najpomembnejših načinov nadzorovanja celic je regulacija 
prepisovanja genov, saj je to prvi korak pri izražanju proteinov. Transkripcijski faktorji, ki 
v celicah nadzorujejo izražanje genov se vežejo na DNA in z različnimi mehanizmi 
aktivirajo oziroma inhibirajo izražanje bližnjega gena (Maniatis in sod., 1987). Nekateri 
transkripcijski faktorji se odzivajo na prisotnost zunanjih signalov, kot so na primer prosti 
kalcijevi ioni, ki predstavljajo neposredno povezavo med zunajcelično signalizacijo in 
izražanjem genov. Povišana koncentracija kalcija v celici preko aktivacije kalcinevrina in 
od kalmodulina odvisnih encimov vpliva na defosforilacijo transkripcijskega faktorja 
NFAT, kar rezultira v njegovi translokaciji v jedro. Tam se veže na DNA in neposredno 
aktivira izražanje genov (Hogan in sod., 2003). Okamura in sod. (2000) so poročali, da je 
popolnoma fosforiliran NFAT v manjših količinah prisoten v jedru mirujočih celic HeLa, 
medtem, ko so Shen in sod. (2006) to opazili tudi v jedru mišičnih vlaken. Tako lahko tudi 
ob odsotnosti kalcija pričakujemo neželeno aktivacijo transkripcije ob čezmernem 
izražanju eksogenega NFAT, kar so že pred začetkom tega magistrskega dela opazili 
sodelavci Odseka za sintezno biologijo in imunologijo na Kemijskem inštitutu. Yeung in 
sod. (2006) so za potrebe preučevanja membranskega potenciala pripravili polikationske 
peptide, ki so selektivno usmerjeni na plazemsko membrano zaradi negativnega 
površinskega naboja. Pokazali so, da polikationski peptidi K-myr, R-pre in KR ob vdoru 
kalcija v celico izrazito disociirajo z notranje površine membrane. Cilj magistrske naloge 
je zmanjšati neželeno aktivacijo transkripcije z NFAT prek genske fuzije s takšnimi 
peptidi. Na ta način bi bil v odsotnosti kalcija protein zasidran v membrani, kar bi 
onemogočilo uhajanje v jedro.   
5.1 LOKALIZACIJA PROTEINOV, SPOJENIH S SIDRNIMI PEPTIDI 
Lokalizacijo sidrnih peptidov K-myr, R-pre in KR v odsotnosti in prisotnosti kalcija v 
celici smo testirali s konfokalno fluorescenčno mikroskopijo. Za vizualizacijo smo 
uporabili modri fluorescenčni protein (BFP), ki smo ga z gensko fuzijo spojili s testiranimi 
peptidi (slika 6c). Pred stimulacijo celic smo pričakovali membransko lokalizacijo sidrnih 
peptidov, kar smo v primeru konstruktov BFP:R-pre in BFP:KR tudi potrdili medtem, ko 
je bil konstrukt K-myr:BFP poleg na membrani v precejšni meri prisoten tudi v citoplazmi. 
Rezultati se v primeru K-myr:BFP ne ujemajo povsem s tistimi, ki so jih dobili Yeung in 
sodelavci (2006), kar bi lahko pripisali drugačnim pogojem izvedbe poskusa. V originalni 
raziskavi so avtorji uporabljali celično linijo mišjih makrofagov (RAW264.7), medtem ko 
smo mi uporabljali človeške embrionalne ledvične celice HEK293T. Membranska sestava 
med celičnima linijama je lahko različna, kar bi lahko vplivalo tudi na sidranje peptidov. V 
skladu z rezultati Yeung in sodelavcev (2006) pa je dodatek ionofora povzročil sproščanje 
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peptidov R-pre in KR z membrane, kar je privedlo do sprostitve BFP v citoplazmo (slika 
6b). 
 
Peptida R-pre in KR, ki sta izkazovala željene lastnosti, smo nadalje spojili z  regulatorno 
domeno transkripcijskega faktorja NFAT, s čimer smo želeli preveriti kompatibilnost 
sidrnih peptidov za namen magistrske naloge. Med sidrni peptid in domeno NFAT smo 
vstavili fluorescenčni protein BFP, kar nam je omogočilo spremljanje lokalizacije pod 
mikroskopom v realnem času. V odsotnosti kalcija sta proteina pričakovano zasidrana v 
membrani, po dveh oziroma treh urah stimulacije s kalcijevim ionoforom pa je vidno 
sproščanje proteina z membrane v citoplazmo. V primeru peptida R-pre pri povečavi celic 
vidimo kopičenje proteina predvsem v jedrno membrano in ne v jedro kot smo pričakovali 
(slika 7e). Možna razlaga za ta pojav bi lahko bila, da je sidrni peptid dovzeten tudi za 
sidranje v jedrno membrano. Tudi drugi raziskovalci so opazili sidranje K-Ras peptida na 
znotrajcelične membrane Golgijevega aparata, endoplazmatskega retikuluma in 
endosomov (van der Hoeven in sod., 2013). NFAT:BFP:KR se sprošča v citoplazmo, v 
nekaterih celicah pa smo ga po pričakovanjih zaznali tudi v jedru (slika 7e).  
5.2 AKTIVACIJA TRANSKRIPCIJE Z MEMBRANSKIM NFAT 
Pričakovano translokacijo NFAT v jedro ob dodatku ionofora smo pokazali le v primeru 
peptida KR, zato smo ga uporabili za nadaljnje delo. S kovalentno povezavo peptida KR 
s transkripcijskim faktorjem  NFAT smo uspeli izrazito zmanjšati transkripcijo tarčnega 
gena v odsotnosti kalcija tudi pri višjih količinah transficiranih plazmidov, vendar pa kljub 
stimulaciji ta ostane relativno nizka v primerjavi z NFAT brez peptida (slika 9c). Da bi 
povečali moč aktivacije, smo čas stimulacije s kalcijevim ionoforom podaljšali iz 4 na 8 ur. 
S tem smo podaljšali čas za potek vseh potrebnih molekulskih procesov, katerih končen 
rezultat je izražanje poročevalskega gena. Kalcij mora v zadostnih količinah preiti v celico, 
da aktivira od kalcija odvisne encime, ki nato defosforilirajo NFAT (Hogan in sod., 2003). 
Sproščanje KR iz membrane v citoplazmo je odvisno od spremembe membranskega 
potenciala (Yeung in sod., 2006). Precej NFAT:KR ostane vezanega na membrani kar 
zmanjša učinkovitost aktivacije (slika 7d). Sledi prehod v jedro, na kar bi lahko vplivala 
tudi vezava peptida na transkripcijski faktor. Z daljšo stimulacijo smo dosegli znatno 
povišanje izražanja kresničkine luciferaze  v primerjavi z nestimuliranimi celicami, tako v 
primeru kontrole brez peptida, kot v primeru NFAT spojenim s peptidom KR (slika 9d). S 
slednjim smo dosegli do 54-kratno aktivacijo transkripcije v primerjavi z nestimuliranimi 
celicami, medtem ko je bila aktivacija v primeru NFAT brez peptida le 6-kratna. Po 8 urni 
stimulaciji je aktivacija transkripcije NFAT:KR primerljiva s transkripcijo samega 
proteina NFAT, kar je bil nepričakovan rezultat, glede na to, da smo opazili nepopolno 
translokacijo proteina z membrane v jedro. Tako lahko sklepamo, da se po daljšem času 
več proteina odcepi iz membrane. Z metodo western prenos smo primerjali tudi izražanje 
obeh konstruktov, pri čemer smo opazili celo rahlo slabše izražanje proteina, spojenega s 
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sidrnim peptidom (slika 9e). To sicer ne moremo trditi z gotovostjo, saj je bila lahko 
učinkovitost transfekcije različna, kar bi lahko preverili z vključitvijo transfekcijske 
kontrole, na primer konstitutivno izraženega proteina GFP v obeh vzorcih. Dodatek 
peptida bi lahko povzročil spremenjeno aktivnost proteina (višjo ali nižjo). Da bi preverili 
to trditev, bi lahko vključili kontrolo, ki bi vsebovala transkripcijski faktor NFAT s 
peptidom podobne velikosti oziroma mutiran KR, ki se ne bi vezal na membrano. 
5.3 MOŽNOSTI IZBOLJŠAVE IN IZZIVI ZA PRIHODNOST 
Da bi dosegli prehod v jedro pri večjem številu celic bi lahko uporabili višjo koncentracijo 
ionofora oziroma podaljšali čas stimulacije. Dodatno bi lahko preverili, da sproščanje 
sidrnih peptidov iz plazmaleme po dodatku ionofora ni posledica poškodbe membrane. 
Yeung in sodelavci (2006)  so takšen eksperiment izvedli s sidrnim peptidom 
glikozilfosfatidilinizitol (GPI), povezanim z zelenim fluorescenčnim proteinom (GFP). V 
istih celicah so izrazili GPI-GFP in druge sidrne peptide, vendar po vdoru kalcija GFP-GPI 
ni disociiral z membrane kot ostali peptidi, kar je potrdilo intaktnost celične membrane.  
Z vzorčenjem pri več različnih časovnih točkah, in tudi pri več koncentracijah ionofora, bi 
zagotovo pridobili natančnejšo sliko poteka. Pri tem je ključno poznati kakšna je toksičnost 
ionofora za celice, kar bi lahko izvedli z različnimi testi metabolne aktivnosti (test MTT ali 
test XTT). Z načrtovanimi mutacijami peptida KR bi lahko poskusili doseči lažjo 
sprostitev z membrane, saj glede na naše rezultate velik delež proteina ostane na 
membrani. Zaporedje KR bi lahko optimizirali tako, da je bolj občutljivo na spremembo 
membranskega potenciala. Učinkovitejše sproščanje bi omogočilo višjo transkripcijsko 
aktivacijo v krajšem času. V tem primeru bi lahko sicer naleteli na težavo višje aktivacije v 
odsotnosti kalcija, zato bi bilo v tem primeru potrebno testiranje širšega nabora peptidov.  
Nemutiran NFAT, ki poleg NHR domene, vsebuje tudi domeno DBD, ob aktiviranju 
aktivira izključno od NFAT odvisne proteine. Vendar smo translokacijo proteina v jedro 
dosegli tudi brez domene DBD (slika 7d). V primeru, da zamenjamo domeno NFAT DBD 
s sintetično vezavno domeno, pridobimo sintetični od kalcija odvisni transkripcijski faktor. 
V ta namen bi lahko uporabili DNA-vezavne domene TAL efektorjev (ang. »transcription 
activator-like effectors«) ali pa sistem CRISPR/Cas (ang. »clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/associated nuclease«) (Hu in sod., 2014). Efektorje TAL lahko 
zaradi modularne zgradbe vezavne regije pripravimo tako, da se vežejo na katerokoli DNA 
zaporedje. Za ciljno endogeno regulacijo genov brez spremembe DNA zaporedja 
uporabljamo CRISPR sistem s katalitično neaktivno nukleazo Cas9 (dCas9). Podoben 
sistem so pripravili Nhung in sodelavci (2018), ki so transkripcijski faktor NFAT brez 
DNA-vezavne domene združili z dCas9 in transkripcijskimi koaktivatorji ter preko Ca2+ ali 
svetlobe inducirali izražanje. Pan in sodelavci (2018) pa so razvili metodo, ki omogoča 
neinvaziven nadzor izražanja genov v celicah z ultrazvokom. Uporabili so 
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mehanosenzitiven ionski kanalček Piezo1, ki po stimulaciji z ultrazvokom in posledičnemu 
vdoru kalcijevih ionov aktivira NFAT, ki v jedru aktivira izražanje ciljnih genov. 
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6 SKLEPI 
V magistrski nalogi smo uporabili kationske peptide za sidranje transkripcijskega faktorja 
NFAT na jedrno membrano celice z namenom zmanjšanja neželene transkripcijske 
aktivacije v odsotnosti kalcija pri čezmernem izražanju eksogenega NFAT. S konfokalno 
mikroskopijo smo testirali celično lokalizacijo različnih kationskih peptidov, spojenih s 
fluorescenčnim proteinom oziroma s transkripcijskim faktorjem NFAT. Pokazali smo, da: 
 se fuzijski preotein s kationskima peptidoma R-pre in KR sidrata v plazemsko 
membrano, medtem ko je fuzija s K-myr prisotna tudi v citoplazmi; 
 vdor kalcija v celico povzroči sproščanje fuzijskih proteinov s kationskimi peptidi 
iz membrane v citoplazmo; 
 se NFAT, spojen s sidrnim peptidom KR, po dodatku ionofora sprošča v 
citoplazmo in v jedro, medtem ko se v primeru peptida R-pre kopiči predvsem v 
jedrni membrani. 
 
Prek izražanja poročevalskega gena kresničkine luciferaze smo preverili zmožnost 
transkripcijske aktivacije s spremenjenim transkripcijskim faktorjem NFAT. Pokazali smo, 
da: 
 z vezavo peptida KR na NFAT lahko močno znižamo neželeno aktivacijo 
transkripcije poročevalskega gena ob odsotnosti kalcija;  
 z vezavo peptida KR na NFAT ohranimo visoko aktivacijo ob vdoru kalcija v 
celico. 
Kationski sidrni peptidi predstavljajo odlično orodje za natančno in učinkovito modulacijo 
od kalcija odvisnega nadzora transkripcije. Verjamemo, da bodo naši rezultati uporabni 
tudi za druge raziskovalce s področja od kalcija odvisne celične signalizacije, predvsem v 
sintezno-bioloških sistemih, ki za procesiranje signalov iz okolja izkoriščajo transkripcijski 
faktor NFAT. 
  
27 
Dekleva P. Sidranje transkripcijskega faktorja NFAT na plazemsko membrano s pomočjo kationskega peptida.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
 
7 POVZETEK  
Izražanje proteinov je regulirano z različnimi signalnimi molekulami. Ena izmed takšnih je 
kalcij, ki ob povišani znotrajcelični koncentraciji aktivira od kalcija odvisen protein 
kalmodulin, ta pa aktivira kalcinevrin fosfatazo, ki defosforilira transkripcijski faktor 
NFAT. NFAT se konformacijsko spremeni in translocira v jedro, kjer se veža na DNA-
vezavna mesta in aktivira izražanje genov. Več raziskovalnih skupin je pokazalo, da se 
transkripcijski faktor NFAT delno lokalizira v jedro tudi ob odsotnosti stimulacije s 
kalcijem (Okamura in sod., 2000; Shen in sod., 2006). V kolikor želimo, preko kalcija z 
NFAT, nadzorovati umetno vnesene genske konstrukte, si ne želimo aktivacije izražanja 
tarčnih genov ob odsotnosti aktivacijskega signala. Neželeno aktivacijo transkripcije smo 
želeli preprečiti s kationskimi peptidi, ki zagotavljajo sidranje proteinov na plazemsko 
membrano. Vdor kalcijevih ionov v citoplazmo povzroči spremembo membranskega 
potenciala, kar privede do sproščanja proteinov povezanih s kationskimi sidrnimi peptidi s 
plazemske membrane (Yeung in sod., 2006). Cilj magistrske naloge je priprava 
transkripcijskega faktorja NFAT, ki bo vseboval kationski sidrni peptid. Preverili smo tri 
različne sidrne peptide, in sicer K-myr, R-pre in KR. Preko fuzije s fluorescenčnim 
proteinom smo spremljali njihovo delovanje s konfokalno mikroskopijo. Zmožnost 
aktivacije transkripcije pa prek spremljanja aktivnosti poročevalskega proteina kresničkine 
luciferaze na poročevalskem plazmidu. S konfokalno mikroskopijo smo pokazali, da se 
kationska peptida R-pre in KR sidrata v plazemsko membrano, medtem ko je K-myr 
prisoten tudi v citoplazmi. Po dodatku ionofora se peptidi sproščajo iz membrane v 
citoplazmo, NFAT povezan s KR se sprošča tako v citoplazmo kot v jedro, medtem ko se 
povezan z R-pre kopiči predvsem v jedrno membrano. Z vezavo peptida KR na NFAT 
smo izrazito zmanjšamo neželeno aktivacijo transkripcije poročevalskega gena ob 
odsotnosti kalcija, medtem ko ob vdoru kalcija ohrani visoko aktivacijo. 
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PRILOGA A 
Seznam uporabljenih plazmidnih konstruktov 
 
Polno ime konstrukta in okrajšava uporabljena v magistrski nalogi: 
 
Ime konstrukta Okrajšava 
Myc:BFP BFP 
Myc:K-myr:gs10:BFP K-myr:BFP 
Myc:BFP:gs10:R-pre BFP:R-pre 
Myc:BFP:gs10:KR BFP:KR 
Myc:NFAT(ΔC419):gs10:BFP NFAT(ΔC419):BFP 
Myc:NFAT(ΔC419):gs10:BFP:gs10:KR NFAT(ΔC419):BFP:KR 
Myc:NFAT(ΔC419):gs10:BFP:gs10:R-pre NFAT(ΔC419):BFP:R-pre 
Myc:NFAT(ΔC603) NFAT(ΔC603) 
Myc:NFAT(ΔC603):gs10:KR NFAT(ΔC603):KR 
3×NFAT:pMIN:fLUC  
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PRILOGA B 
Nukleotidna zaporedja uporabljenih promotorskih zaporedij in DNA vezavnih mest 
 
pMIN 
tagagggtatataatggaagctcgacttccag 
 
pCMV 
acattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataacttacggtaaatggc
ccgcctggctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtca
atgggtggactatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatg
gcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggt
tttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcacca
aaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcag
agctctctggctaactagagaacccactgcttactggc 
 
3×NFAT-vezavno mesto 
ggaggaaaaactgtttcatacagaaggcgtggaggaaaaactgtttcatacagaaggcgtggaggaaaaactgtttcatacagaaggcgt 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Dekleva P. Sidranje transkripcijskega faktorja NFAT na plazemsko membrano s pomočjo kationskega peptida.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
 
PRILOGA C 
Aminokislinska zaporedja uporabljenih proteinov in peptidov 
 
Legenda: 
M – start kodon 
Stop – stop kodon 
 
fLuc 
MEDAKNIKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVDITYAEYFEMS
VRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGIS
QPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTFVTSHLPPGFNEYDFVP
ESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHG
FGMFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSN
LHEIASGGAPLSKEVGEAVAKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFE
AKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEATNALIDKDGWLHSGDIAYWDE
DEHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEH
GKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKIA
VNSACKNWFSSLSHFVIHLNSHGFPPEVEEQAAGTLPMSCAQESGMDRHPAACASARINV
Stop 
 
BFP 
MSELIKENMHMKLYMEGTVDNHHFKCTSEGEGKPYEGTQTMRIKVVEGGPLPFAFDILAT
SFLYGSKTFINHTQGIPDFFKQSFPEGFTWERVTTYEDGGVLTATQDTSLQDGCLIYNVKIR
GVNFTSNGPVMQKKTLGWEAFTETLYPADGGLEGRNDMALKLVGGSHLIANIKTTYRSK
KPAKNLKMPGVYYVDYRLERIKEANNETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNStop 
 
K-myr 
GSSKSKDGKKKKKKSKTKGGSGGGSGGS 
 
R-pre 
ARDGRRRRRRARARCVIM 
 
KR 
GKKFWKRLRKFLRKLKS 
 
NFAT(ΔC419) 
MPSTSFPVPSKFPLGPAAAVFGRGETLGPAPRAGGTMKSAEEEHYGYASSNVSPALPLPTA
HSTLPAPCHNLQTSTPGIIPPADHPSGYGAALDGGPAGYFLSSGHTRPDGAPALESPRIEITS
CLGLYHNNNQFFHDVEVEDVLPSSKRSPSTATLSLPSLEAYRDPSCLSPASSLSSRSCNSEA
SSYESNYSYPYASPQTSPWQSPCVSPKTTDPEEGFPRGLGACTLLGSPRHSPSTSPRASVTEE
SWLGARSSRPASPCNKRKYSLNGRQPPYSPHHSPTPSPHGSPRVSVTDDSWLGNTTQYTSS
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AIVAAINALTTDSSLDLGDGVPVKSRKTTLEQPPSVALKVEPVGEDLGSPPPPADFAPEDYS
SFQHIRKGGFCDQYLAVPQHPYQWAKPKPLSPTSYMSStop 
 
NFAT (DBD) 
MPTLPALDWQLPSHSGPYELRIEVQPKSHHRAHYETEGSRGAVKASAGGHPIVQLHGYLE
NEPLMLQLFIGTADDRLLRPHAFYQVHRITGKTVSTTSHEAILSNTKVLEIPLLPENSMRAVI
DCAGILKLRNSDIELRKGETDIGRKNTRVRLVFRVHVPQPSGRTLSLQVASNPIECSQRSASt
op 
 
gs 
GGSGGGSGGS 
 
Myc 
EQKLISEEDL 
 
